Высокочувствительные тест-системы на основе конъюгатов «полимерная микросфера – биолиганд» для экспресс-диагностики протеинопатий by S. Kedik A. et al.
Вестник МИТХТ, 2013, т. 8, № 4 
3 
ХИМИЯ И ТЕХНОЛОГИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ И БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ 
СОЕДИНЕНИЙ 
УДК 615.46/47 
ВЫСОКОЧУВСТВИТЕЛЬНЫЕ ТЕСТ-СИСТЕМЫ НА ОСНОВЕ 
КОНЪЮГАТОВ «ПОЛИМЕРНАЯ МИКРОСФЕРА – БИОЛИГАНД»  
ДЛЯ ЭКСПРЕСС-ДИАГНОСТИКИ ПРОТЕИНОПАТИЙ 
С.А. Кедик, заведующий кафедрой, *И.А. Грицкова, профессор,  
*Н.И.Прокопов, заведующий кафедрой, Я.М.Станишевский, доцент,  
А.В. Панов, старший преподаватель, В.В. Суслов, старший научный сотрудник, 
Е.А. Петрова, ведущий инженер  
кафедра Биомедицинских и фармацевтических технологий  
*кафедра Химии и технологии высокомолекулярных соединений  
МИТХТ им. М.В. Ломоносова, Москва, 119571 Россия 
e-mail: elizaweta@mail.ru 
  
ассмотрены основные подходы к созданию высокочувствительных тест-систем на основе 
полимерных микросфер с иммобилизованными биолигандами, предназначаемых для экспресс-
диагностики протеинопатий. Действие этих тест-систем основано на реакции латексной 
агглютинации между антигенами, химически привитыми к поверхности полимерной микросферы, 
и антителами к ним, содержащимися в биологическом образце. Проанализированы вопросы, связанные с 
получением и оптимальными свойствами полимерных микросфер, которые должны содержать на своей 
поверхности реакционноспособные по отношению к биолиганду функциональные группы. Рассмотрены 
проблемы, связанные с иммобилизацией биолигандов на поверхности этих полимерных микросфер, а 
также возможностями сохранения их нативной формы за счет использования спейсеров. На примере 
получения тест-систем для диагностики заболеваний щитовидной железы рассмотрены проблемы, 
возникающие при их конструировании. 
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В практике клинико-диагностических лабо-
раторий широко используются экспрессные 
иммунохимические тесты, позволяющие визу-
ально оценить результат реакции. В частности, 
в инфекционной и неинфекционной диагнос-
тике для обнаружения антигенов и антител к 
ним широко применяются методы латексной 
агглютинации [1–3]. 
Принцип работы этих методов основан на 
иммунохимической реакции между антигеном 
(веществом, несущим признаки генетической 
чужеродной информации для данного вида 
организма) и антителами (белками, относя-
щимися к классу иммуноглобулинов, продуци-
руемыми клетками иммунной системы орга-
низма в ответ на появление антигена) с обра-
зованием комплекса «антиген–антитело» [4]. 
Реакция образования такого комплекса является 
высоко специфичной, т.е. в ответ на появление 
в организме определенного антигена иммунная 
система вырабатывает антитела строго опреде-
ленного строения, способные взаимодейство-
вать только с этим антигеном. При этом 
вследствие того, что и антиген, и антитело 
могут взаимодействовать одновременно с не-
сколькими молекулами друг друга, образуются 
пространственные сетки, узлами которых слу-
жат молекулы антигена. 
Относительная дешевизна метода реакции 
латексной агглютинации (РЛА), простота и 
возможность постановки теста практически в 
любых условиях делают его очень удобным как 
при одиночных, так и при массовых иссле-
дованиях даже в небольших клинических мало 
оборудованных лабораториях. Схема протека-
ния РЛА представлена на рисунке. 
 
 
Схема протекания реакции латексной агглютинации. 
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Исторически первыми тесты агглютина-
ционной экспресс-диагностики были разрабо-
таны для определения ревматоидного фактора 
(RF) [5]. 
Агглютинация сенсибилизированных эри-
троцитов барана сывороткой определенных 
пациентов, больных ревматоидным артритом, 
была впервые описана Мейером и позднее 
Ваалером в 1940 г. В 1948 г. Розе, Раган, Пирс и 
Липман разработали диагностический тест для 
ревматоидного артрита, основанный на этой 
реакции. Хеллер и соавторы модифицировали 
этот тест, используя суспензию таннизи-
рованных эритроцитов барана, смешанных с 
пулированной плазмой человека [5]. 
Агглютинация в этих тестах является в 
действительности реакцией преципитации, ко-
торая протекает на поверхности больших час-
тиц – эритроцитов. Эти частицы обладают 
комплексной органической структурой, что 
вызывает затруднения при проведении проце-
дуры и неточную интерпретацию результатов 
реакции. Эритроциты барана имеют много ан-
тигенов, которые реагируют с компонентами 
сывороток человека и животных, что обуслав-
ливает неспецифические реакции. Было обна-
ружено, что свежие клетки одних и тех же 
животных не дают постоянный титр в повтор-
ных тестах с одинаковыми образцами сыворот-
ки. Консервированные красные клетки крови 
барана после длительного выдерживания часто 
не сохраняют прежнюю степень агглютинации. 
Смешанные суспензии клеток иногда дают в 
реакции агглютинации конечные точки, кото-
рые не воспроизводятся. Кроме того, при 
смешении эритроцитов барана с антибараньим 
рецептором или гамма-глобулином, вводится 
ряд неизвестных факторов, что делает конеч-
ную реакцию более сложной и трудной для 
интерпретации. Белковые компоненты сыворот-
ки многих животных с трудом абсорбируются 
нормальными эритроцитами. 
Для преодоления этих трудностей была пред-
принята попытка обработки эритроцитов таннино-
вой кислотой. При этом, однако, комплексность 
органической и антигенной структуры эритро-
цитов сохранялась. Подобные затруднения ха-
рактерны для эритроцитов и человека, и животных. 
Все вышеуказанное требовало проведения 
большого количества параллельных контроль-
ных исследований, что затрудняло внедрение 
этих тестов в широкую практику. Основным 
препятствием являлась биологическая неста-
бильная и неоднородная природа эритроци-
тарного носителя. Поэтому в 1957 году М. Сингер 
и М. Плотц предложили использовать вместо 
эритроцитов другие носители биолигандов [5]. 
Их разделили на две большие группы: одна 
из них представляет собой биологические 
объекты – бактерии, липосомы, эритроциты, 
крахмальные шарики и др., а другая небио-
логические – активированный уголь, коллоид-
ное золото, полимерные микросферы, стек-
лянные шарики. Каждая из этих групп харак-
теризуется специфическими свойствами, опре-
деляющими область их применения. Недостат-
ки биологических носителей заключаются в 
том, что они биодеградируемы и трудно под-
даются контролю. 
Поэтому в настоящее время развиваются 
исследования, направленные на замену биоло-
гических носителей лигандов, которые исполь-
зуются в реакции агглютинации, синтетичес-
кими носителями. Они более стабильны по 
свойствам по сравнению с носителями биоло-
гического происхождения и могут быть охарак-
теризованы по химическому строению, заряду, 
размеру частиц и распределению частиц по 
размерам (РЧР), что позволяет целенаправленно 
проводить выбор условий иммобилизации на их 
поверхности антигенов и антител. 
Среди синтетических носителей особенно 
перспективны полимерные микросферы (ПМ), 
которые могут быть синтезированы с широким 
интервалом диаметров и узким распределением 
по размерам [6, 7]. Однородность частиц по 
размерам позволяет достаточно точно опреде-
лить площадь поверхности носителя белковых 
молекул и установить степень ее покрытия ан-
тигеном или антителом. Кроме того, она обус-
лавливает сходный характер их поведения во 
время агглютинации, что облегчает «прочтение» 
результатов реакции латексной агглютинации. 
 Преимущества полимерных микросфер пе-
ред другими видами носителей биолигандов 
состоят в следующем: 
 возможности варьировать поверх-
ностные свойства и размер микросфер в 
широком диапазоне значений с сохранением 
узкого распределения частиц по размерам; 
 возможности вводить функциональ-
ные группы, необходимые для связывания с 
лигандами на стадии синтеза; 
 устойчивости при хранении и в 
процессе иммобилизации биолигандов. 
 К полимерным частицам предъявляют сле-
дующие основные требования: 
 диаметр микросфер 1–5 мкм; 
 узкое распределение частиц по 
размерам; 
 наличие поверхности, способной 
необратимо физически сорбировать биоли-
ганды или содержать функциональные группы 
в поверхностном слое частиц, способные кова-
лентно связываться с биолигандом; 
 агрегативная устойчивость в раст-
ворах электролита, в процессах иммобилиза-
ции биолигандов, при хранении; 
 окраска полимерных микросфер. 
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Кратко рассмотрим методы синтеза таких 
полимерных суспензий. 
Их получают гетерофазной полимеризацией 
и сополимеризацией гидрофобных и гидро-
фильных мономеров в присутствии поверх-
ностно-активных веществ (ПАВ) и гидро-
фобных мономеров в отсутствие эмульгатора. 
Методом безэмульгаторной полимеризации по-
лучают полимерные микросферы с диаметром 
частиц до 1 мкм с относительно узким РЧР. 
Хотя эти частицы и используют в качестве 
носителей биолигандов в иммунохимических 
исследованиях, но их недостатком является 
невысокая устойчивость в буферных растворах, 
в которых получают конъюгат микросфера–
биолиганд, и при хранении. 
Показано, что повысить устойчивость таких 
частиц удается добавлением нерастворимых в 
воде ПАВ, таких как ди-пара-толил-карбалк-
оксифенилкарбинол [8], кремнийорганических 
ПАВ, жиров растительного и природного про-
исхождения [9–11] и т.д. В этом случае они 
становятся перспективными для использования 
в качестве носителей биолигандов. 
Синтез полимерных суспензий осущест-
вляют и методом суспензионной полимери-
зации мономеров. Сущность метода суспен-
зионной полимеризации состоит в том, что 
мономер или смесь мономеров диспергируют в 
жидкой фазе, главным образом, в водной, путем 
механического перемешивания в присутствии 
стабилизаторов, таких как: крахмал, желатин, 
ацетилцеллюлоза, натриевые и калиевые соли 
полиакриловой и полиметакриловой кислот, 
сополимеры гидрофобных мономеров с мале-
иновым ангидридом и др. Эффективность за-
щитного действия стабилизатора невысока из-за 
их низкой концентрации, и образование частиц 
протекает по коагуляционному механизму. Раз-
мер полученных при этом полимерных диспер-
сий близок к размеру исходных капель моно-
мера и колеблется от десятков микрон до 
нескольких миллиметров. 
Средний диаметр частиц полимерной дис-
персии, образующихся при суспензионной по-
лимеризации, и распределение их по размерам, 
устойчивость реакционной системы и конечной 
суспензии полимерных частиц определяются мно-
жеством факторов – природа инициатора и стаби-
лизатора, температура процесса, вязкость системы, 
рН среды, массовое соотношение мономерной и 
водной фаз, а также скорость перемешивания, 
тип перемешивающего устройства и форма 
реакционного сосуда, – поэтому этот способ 
полимеризации практически не применяется. 
Широко применяют для синтеза полимер-
ных микросфер дисперсионную и затравочную 
полимеризации. 
Методом дисперсионной полимеризации в 
органической среде получают полимерные 
частицы с размером от 1 до 15 мкм. Необ-
ходимыми условиями проведения дисперсион-
ной полимеризации в органической среде яв-
ляется присутствие растворителя, растворяю-
щего мономер, но осаждающего образующийся 
полимер, а также стерического полимерного 
стабилизатора, обеспечивающего стабилизацию 
образующихся полимерных частиц. Этим мето-
дом синтезированы микросферы с диаметрами в 
интервале 1–6 мкм и разной концентрацией 
функциональных групп на поверхности [12, 13]. 
Метод затравочной полимеризации удобен 
тем, что позволяет получать полимерные час-
тицы разного диаметра с необходимыми функ-
циональными группами на их поверхности. 
Основной задачей при затравочной полиме-
ризации мономеров является поддержание по-
стоянного числа набухших мономером частиц и 
проведение в них полимеризации до полной 
конверсии мономера, исключая образование в 
водной фазе частиц другого размера. Частицы 
конечной полимерной суспензии характеризу-
ются гетерогенной морфологией, то есть внут-
риглобулярной композиционной неоднород-
ностью, и имеют структуру типа «ядро–оболочка» 
(например, полистирольное ядро, окруженное 
полиакриловой оболочкой, или наоборот). 
Для получения частиц с функциональными 
группами на поверхности проводят затравоч-
ную полимеризацию функциональных мономе-
ров (содержащих гидроксильные, эпокси-, ами-
но-, альдегидные группы) на частицы суспен-
зии, чаще всего полистирольной. Затравочная 
полимеризация функциональных сомономеров 
позволяет не только сконцентрировать на по-
верхности частиц полярные группы, необхо-
димые для дальнейшей модификации частиц, но 
и повысить стабильность суспензии даже при 
низкой концентрации эмульгатора [14]. 
Другим способом получения частиц с узким 
РЧР является гетерофазная осадительная поли-
меризация различных мономеров. Ее обычно 
проводят в средах, в которых образующийся 
при синтезе полимер нерастворим. Недостатком 
этого способа синтеза является плохая воспро-
изводимость результатов и невысокая устой-
чивость в буферных растворах. 
Методом осадительной полимеризации по-
лучают полимерные суспензии с альдегидными 
группами на поверхности частиц. Описаны два 
способа получения полиакролеиновых микро-
сфер с узким РЧР: анионная осадительная поли-
меризация в щелочных условиях [15] и ради-
кальная эмульсионная полимеризация с исполь-
зованием γ-излучения либо инициирующей 
окислительно-восстановительной системы [16]. 
Этими способами были получены полиакро-
леиновые микросферы с диаметрами 0.01–0.2 
мкм и коэффициентом вариации менее 10% 
(методом анионной полимеризации) и диамет-
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рами от 0.01-0.02 до 5.0 мкм (методом ра-
дикальной полимеризации). О плохой воспроиз-
водимости процессов осадительной полимери-
зации акролеина сообщается в работах [17, 18]. 
Отмечается, что в частицах полиакролеиновых 
суспензий всегда содержится некоторое коли-
чество олигомерного продукта, наличие которо-
го обусловлено особенностями механизма оса-
дительной полимеризации. Вследствие этого, с 
течением времени такие олигомерные молекулы 
могут диффундировать из объема частиц на их 
поверхность, что приводит к заметному ухуд-
шению свойств микросфер в процессе хране-
ния. Более высокую стабильность имели поли-
стиролакролеиновые суспензии, полученные в 
присутствии персульфата калия. 
Для биомедицинских целей используют 
полимерные дисперсии, обладающие супер-
парамагнитными свойствами [19–21] и содер-
жащие оксид цинка в поверхностном слое час-
тиц, характеризующиеся относительно узким 
РЧР. Их используют для культивирования кле-
ток тканей животных и человека, в процессах 
магнитной сепарации, в качестве носителей для 
приготовления диагностических средств, при-
меняемых в реакциях псевдогомогенного имму-
ноанализа. 
Основной проблемой получения таких по-
лимерных частиц является создание устойчивой 
дисперсии металла или его оксида и эмульсии 
мономера с заданным размером капель и срав-
нительно узким РЧР. Вторым важным момен-
том является сохранение стабильности реак-
ционной системы в процессе полимеризации. 
Их получают методом затравочной и суспен-
зионной полимеризации в присутствии ПАВ 
различной природы. 
В последние годы появились работы, в 
которых описан синтез полимерных микросфер, 
содержащих нанокристаллы, которые являются 
перспективными для многоцветного мечения и 
одновременной идентификации различных био-
логических объектов. 
Следует отметить, что синтез (со)полимеров 
с поверхностными функциональными группами 
представляет собой достаточно сложную науч-
но-практическую задачу. Альтернативным мето-
дом получения таких микрочастиц является их фор-
мирование из растворов промышленно выпускае-
мых (со)полимеров, например, с применением со-
временных микрореакторных технологий [22–
24]. Такой подход перспективен для промыш-
ленного получения полимерных микрочастиц 
стабильного состава с узким распределением 
частиц по размерам. Кроме того, это позволяет 
избежать стадии перегонки огнеопасных и 
токсичных мономеров с целью удаления инги-
биторов полимеризации и других примесей. 
Иммобилизацию биолигандов на поверх-
ность полимерных микросфер проводят либо 
путем их физической адсорбции, либо кова-
лентным связыванием функциональных групп 
биолиганда и полимера, расположенных на 
поверхности частиц. 
Анализ литературных данных [25–35] по 
исследованию иммобилизации биолигандов на 
поверхность полимерных микросфер путем фи-
зической адсорбции позволил сделать следу-
ющие выводы: 
 молекулы белка характеризуются вы-
сокой адсорбционной способностью к поверх-
ности гидрофобных полимерных микросфер; 
 полимерные микросферы, поверх-
ность которых содержит функциональные груп-
пы, характеризуется незначительным сродством 
к белкам; 
 на адсорбцию белка существенно 
влияет поверхностный заряд полимерных 
микросфер; 
 сродство между молекулами белка и 
поверхностью полимерных частиц сущест-
венно зависит от рН среды; 
 величина предельной адсорбции бел-
ка зависит от количества гидрофильных звеньев 
в полимерной молекуле и выше на частицах 
суспензии, полученных при меньшей концент-
рации ионогенного сомономера. 
Проиллюстрируем вышесказанное несколь-
кими примерами. Так, при создании диагнос-
тических тест-систем на RF и тиреоглобулин 
(Tg) в работах [6, 36] была изучена адсорбция 
альбумина и иммуноглобулина G (IgG) на поли-
стирольные и полистиролметакриловые микро-
сферы, используемые в качестве носителей. 
Влияние условий иммобилизации белка на 
полистирольных микросферах на чувствитель-
ность получаемого латекс-теста оценивали ме-
тодом реакции латексной агглютинации. Было 
показано, что максимальная чувствительность 
РЛА соответствует величинам адсорбции, зна-
чительно более низким, чем стационарное 
значение. Так, например, максимальную чувстви-
тельность для pH среды 5.8, 6.8 и 7.7 наблюдали 
при величинах адсорбции, составляющих 0.3–0.5 
от Гмакс. Увеличение pH среды, т.е. смещение pH 
среды в щелочную область, приводит к снижению 
чувствительности РЛА, что связано с возрас-
танием заряда молекулы белка. 
Выбор pH среды для проведения адсорбции 
белка и постановке РЛА также определяется 
максимальной чувствительностью латекс-тес-
тов, которая достигается при pH среды 5.8. В 
этом случае молекулы белка имеют небольшой 
отрицательный заряд, который достаточен для 
стабилизации частиц и не препятствует прове-
дению РЛА. Таким образом, максимальная 
чувствительность латекс-теста на альбумин 
была получена при концентрациях белка в 
растворе менее 1 мг/мл, pH среды 5.8 и ионной 
силе 0.1 М. 
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Технология получения диагностических 
препаратов с использованием полимерных мик-
росфер с физически адсорбированными на их 
поверхность белками «легко» осуществима. 
Однако, ряд серьезных недостатков, среди ко-
торых следует выделить возможную десорбцию 
белка с поверхности полимерных частиц при 
изменении состава или pH реакционной сис-
темы в процессе получения диагностикума и 
ограниченную подвижность молекул белка в 
пространстве, требуют существенного ее совер-
шенствования. Это обусловлено и тем, что не-
желательные характеристики тест-систем обус-
лавливают их невысокую диагностическую эф-
фективность и недостаточное время хранения. 
Поэтому в последние годы в иммуноди-
агностике, использующей PJIA, все более ши-
рокое применение находят полимерные носи-
тели с ковалентно иммобилизованными бел-
ками на их поверхности. Для получения высо-
кочувствительного диагностикума эти методы 
активации должны удовлетворять следующим 
требованиям: 
 проходить необратимо и количест-
венно при возможно более мягких условиях; 
 не уменьшать стабильность суспен-
зий, не оказывать заметного влияния на их 
диаметр и РЧР; 
 сохранять биохимическую активность 
молекул биолиганда, ковалентно связанного с 
функциональными группами полимера, распо-
ложенными на поверхности частиц суспензии.  
Обзор литературных данных показал, что в об-
ласти конструирования диагностических тест-систем 
с использованием полимерных микросфер в ка-
честве носителей биолигандов существуют недоста-
точно изученные вопросы, касающиеся, прежде 
всего: выбора полимерных микросфер с опти-
мальными физико-химическими параметрами, 
пригодными для использования в качестве носите-
лей биолигандов, выбора биолигандов и их целе-
направленной иммобилизации на поверхность поли-
мерных микросфер, обеспечивающих высокую ак-
тивность и специфичность выявления детекти-
руемого компонента в иммунохимических реак-
циях, выбора условий и параметров конструиро-
вания тест-системы с использованием полимерных 
микросфер и биолигандов и ряд других проблем. 
Рассмотрим проблемы, возникшие при 
конструировании диагностической тест-систе-
мы, на примере тиреоглобулина, TgG. 
TgG-тест предназначен для определения 
антител к TgG в сыворотке крови пациентов, 
что представляет важный иммунологический 
критерий при диагностике заболеваний щито-
видной железы. 
Для выбора полимерных микросфер был про-
веден сопоставительный анализ физико-химических 
параметров синтезированных полимерных суспен-
зий различными методами полимеризации. 
Методом безэмульгаторной полимеризации 
были получены сополимерные микросферы сти-
рола (СТ) и стирол сульфоната натрия (ССН); 
методом затравочной полимеризации на за-
травочных полистирольных микросферах были 
получены сополимерные микросферы СТ, ССН 
и метакриловой кислоты (МАК), или глици-
дилметакрилата (ГМА), или акролеина (АК), 
или в присутствии полидиметилсилоксана 
(ПДС); и методом дисперсионной полимери-
зации были получены сополимерные микро-
сферы СТ и МАК, ГМА и МАК, и хлорэтил-
метакрилата (ХЭМА) и МАК в присутствии 
поливинилпирролидона (ПВП). В каждом конк-
ретном методе получения полимерных микро-
сфер были экспериментально подобраны усло-
вия их синтеза: соотношение мономерной и 
водной фаз, количество инициатора, время 
полимеризации, температура и др. 
Полимерные микросферы различались при-
родой полимера, ПАВ, функциональными груп-
пами, наличием красителя и флуоресцентной 
метки, диаметром и числом частиц, величиной 
ξ-потенциала, а также их устойчивостью в 
растворе электролита. Все полученные поли-
мерные суспензии характеризовались распре-
делением частиц по размерам (коэффициент 
дисперсности ~ 0.7–1%) и имели средние диа-
метры в диапазоне 1.15–3.9 мкм. 
Создавая TgG-тест, необходимо было заново 
провести поиск по выбору природы полимерных 
микросфер и условий ковалентной иммобили-
зации белка на полимерные микросферы. Это 
обусловлено тем, что каждый белок имеет свои 
характеристики (молекулярный вес, изоэлектри-
ческая точка) и, следовательно, условия связы-
вания разных белков с одним и тем же типом 
полимерных частиц отличаются друг от друга. 
Поскольку тетрамерная молекула TgG яв-
ляется производной молекулы IgG, то при выборе 
условий ковалентного связывания TgG человека с 
поверхностью частиц полимерной суспензии 
были учтены результаты ковалентной иммоби-
лизации IgG на поверхность этих частиц. 
Концентрацию карбодиимида изменяли в 
интервале от 0.5 до 5 мг/мл. Оказалось, что наи-
большая чувствительность теста по отношению 
к антителам к TgG достигается при концент-
рации карбодиимида, равной 1 мг/мл.  
Иммобилизацию биолиганда на поверх-
ность полимерных микросфер проводили путем 
физической адсорбции и ковалентного связы-
вания функциональных групп биолиганда и 
полимера. 
Было показано, что обе тест-системы дают 
одинаковые положительные результаты. А раз 
тест-система, полученная с использованием 
полимерных микросфер (ПМ), на которые Tg 
был физически адсорбирован, и тест-система с 
ковалентно связанным тиреоглобулином на 
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поверхности ПМ дают одни и те же результаты, 
то возникает вопрос: целесообразно ли с точки 
зрения сложности процесса приготовления ис-
пользовать диагностикум с ПМ, содержащими 
на поверхности ковалентно связанный тирео-
глобулин. И почему бы не взять для опре-
деления заболеваний щитовидной железы тест-
систему с ПМ, на которые физически адсорби-
рован тиреоглобулин, процесс получения ко-
торой намного проще. 
Данные диагностикумы хранили при 4°С в 
течение трех месяцев, после чего снова апро-
бировали на тех же сыворотках. Титр тест-
системы с ПМ, на которые физически адсорби-
рован тиреоглобулин, уменьшился в несколько 
раз, что говорит о ее неустойчивости при 
хранении. Это может быть обусловлено десорб-
цией белка с поверхности полимерных частиц 
при изменении внешних условий или pH 
реакционной системы. 
Таким образом, поскольку технология полу-
чения тест-систем с использованием полимер-
ных микросфер с физически адсорбированными 
на их поверхность белками «легко» осущест-
вима, то целесообразно использовать такие 
тест-системы в момент их получения. Если же 
диагностику необходимо проводить через 
некоторое время, то используют тест-систему с 
ПМ, содержащими на поверхности ковалентно 
связанный лиганд. 
Латексный диагностикум с ковалентно свя-
занным тиреоглобулином апробировали в РЛА 
на панели образцов сывороток от практически 
здоровых людей и больных аутоиммунными 
заболеваниями щитовидной железы, и резуль-
таты сравнивали с концентрацией антител к Tg, 
определенной методом иммуноферментного 
анализа (ИФА). 
Были обнаружены расхождения определе-
ния аутоантител к Tg с помощью РЛА и ИФА. 
Они могут быть обусловлены свойствами носи-
телей, используемых для получения тест-сис-
тем, и различиями в эпитопной специфичности 
Tg, иммобилизованного на их поверхности. 
В результате проведенной работы с поли-
мерными частицами диаметром 1.5 мкм с узким 
РЧР, содержащими на поверхности функцио-
нальные группы, была показана принципи-
альная возможность их использования для 
получения диагностической тест-системы, рабо-
тающей по принципу РЛА для определения 
аутоантител щитовидной железы к Tg в образ-
цах сыворотки крови человека. 
Однако с поверхностью полимерных микро-
сфер связывалось 80% Tg от исходного коли-
чества последнего. Дальнейшая экспозиция не 
приводила к увеличению количества связанного 
Tg, что обусловлено отсутствием свободных 
альдегидных групп на поверхности полимерных 
микросфер. 
Прямая иммобилизация функциональных 
групп Tg и полимерных микросфер не обес-
печивала необходимой доступности антигенных 
детерминант Tg для связывания с активными 
центрами детектируемых аутоантител разрабо-
танными тест-системами. Была изучена возмож-
ность целенаправленной иммобилизации Tg на 
поверхность полимерных микросфер, которая 
обеспечила доступность антигенных детерми-
нант Tg для связывания с активными центрами 
детектируемых аутоантител. 
С помощью компьютерной программы 
Sybil-7.0 была сконструирована математическая 
модель участка Tg, гомологичного ацетилхо-
линэстеразе (АХЭ), содержащего ряд антиген-
ных детерминант, распознаваемых аутоанти-
телами к Tg, которая позволила выбрать наи-
более вероятный способ иммобилизации Tg на 
поверхность полимерных микросфер, обеспе-
чивающий максимальную доступность анти-
генных детерминант Tg. Этот способ предпо-
лагал ковалентное связывание концевых амино-
групп остатков лизина Lys-2764 и Lys-2768, 
содержащихся в молекуле Tg, с альдегидными 
группами полимерных микросфер. 
Другие возможные способы иммобилизации 
Tg на поверхность полимерных микросфер 
приводят к экранизации антигенных детерми-
нант Tg, тем самым снижая эффективность 
взаимодействия их с активными центрами 
аутоантител. 
Выход из этой ситуации состоит в 
использовании при иммобилизации Tg на 
поверхность полимерных микросфер аминокис-
лотного спейсера, например, глицина, который 
позволит не только избежать неспецифическую 
адсорбцию гидрофобных фрагментов Tg, в 
которых локализованы антигенные детерми-
нанты связывания с активными центрами 
аутоантител, но и отдалить молекулу Tg от 
поверхности полимерных микросфер, тем 
самым сохранив ее нативную форму. 
Дальнейшие исследования направлены на 
выбор способа присоединения Tg к поли-
мерным микросферам через спейсер, позволя-
ющий увеличить специфичность и чувстви-
тельность тест-системы.  
 
Работа выполнена в рамках ФЦП «Иссле-
дования и разработки по приоритетным на-
правлениям развития научно-технологического 
комплекса России на 2007–2013 годы» (ГК 
№ 14.512.11.0019 от 11.03.2013 г., шифр темы 
«2013-1.2-14-512-0007»). 
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HIGH-SENSITIVITY TEST SYSTEMS BASED ON CONJUGATES 
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The main approaches to the creation of highly sensitive test systems based on polymeric microspheres with 
immobilized bioligands intended for rapid diagnostics of proteinopathy were considered. The effect of these test 
systems is based on the latex agglutination reaction between the antigens grafted to the surface of polymeric 
microspheres and antibodies contained in a biological sample. The issues related to obtaining and optimal 
properties of polymeric microspheres, which must contain functional groups reactive toward bioligands at their 
surface were analyzed. Problems associated with immobilization of bioligands on the surface of the polymeric 
microspheres and the possibility to improve the composition and preparation of test systems were considered. 
Special attention is given to obtaining test systems for the diagnosis of thyroid disease by means one of its 
antigens – thyroglobulin. 
Key words: test systems, rapid diagnosis, proteinopathy, latex agglutination, functionalized polymeric microspheres, 
bioligand, immobilization, thyroglobulin. 
 
